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ヒ ト肝細胞痛 く肝癌lの D N A中に ， 高頻度 に ， ヒ ト B 型 肝炎ウイ ル ス くhepatitisB viru s． HB V I
D N Aの 組み 込 みが 証明 され る 事実は， H B V ゲノ ム の 組 み込 み と発が んと の 関連 を示唆す る も の と考えら
れ て い る
．
H B Vに 類似 した ウイ ル ス 群 ト パ ド ナウイ ル ス ， hepadnavirida ejに 属し， 最も発 が ん性が高
い ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝炎 ウイ ル ス くw o odchu ck hepatitis viru s．W H Vlに よ る肝癌発生機構の 解析 は， H B V
に よ る ヒ ト肝癌発生の 解析 の 格好の モ デ ル 系と考 えら れ て い る ． 今回， W H V感染ウ ッ ドチ ャ ッ ク肝癌由
来の樹立培養細胞株中の W H V組み 込 み 部位 くr egio nAl の D N Aの 構造解析 に よ っ て， W H Vの エ ン ハ
ン サ ー 領域を含む組み 込 まれ た W H V D N A近傍 に 宿 主 の 2種類 の 反復配列が存在す る こ と が 明 ら か に
な っ た ． こ の う ち， W H V D N Aの 上 流に 位 置す る反 復配列は， A C反 復で あ り． 一 方， 下 流に 位置す る反
復配列 は， 従来記載さ れ て い る反 復配列 とは相同性が な い 配列で あっ た ． こ の た め， プ ラ ー ク ハ イ プリ グ
イ ゼ ー シ ョ ン を用い た分子 ク ロ ー ニ ン グ法に て， 正 常ウ ッ ド チ ャ ッ ク遺伝子 ライ ブラ リ ー か ら こ の 反復配
列と ホ モ ロ ジ ー を持 つ D N A を単離 し， その 一 次構造を解析 した ． その 結果 ， 得 られ た新 しい 反復配列 フ ァ
ミ リ ー の 特徴 は以下で あ っ た ． 1 に の フ ァ ミ リ ー に 属 する 反 復配列 は， 約 450塩基対の サイ ズ で あ り， 正
常ウ ッ ドチ ャ ッ クの 1倍体当り 104 個近 く存在す る と考 え られ る． 2 に の 反 復配列の 中央部分 に は， DN A
置換 ．挿入 が 高率 に み られ る領域があり， r egio nA で は， こ の 領域 に A T 反復 が存在 す る． 3 に の 反復
配列 と類似の 反復配列が， ヒ ト マ ウ ス ， サ ケ， 回虫等の 真核多細胞生物 D N Aに 広く 存在 す るが ， 酵母
D N Aに は存在 しな い ． 4 に の フ ァ ミ リ ー の 反 復配列 は， 既知 の Sho rtinter spe rsed repetitiv e sequ e n c e
くSI N EIと長い ホ モ ロ ジ ー を有せ ず， 新た な SI N E と考え られ た ． 従 っ て， 組 み 込 まれ た W H V D N A は，
その 両側に ， プリ ン ． ビリ ミ ジ ン繰 り返 し を持 つ 特徴的な構造 をと っ て い る こ とが 明 ら か に な っ た ． これ
らの 反 復配列が， W H V D N Aの 組 み込 み部位 の 機能的， な らび に 構造的特徴 に 何ら か の 役割を果 して い
る 可能性が示 唆され た． 又 ， 肝癌発生 の 際の へ パ ドナ ウイ ル ス D N A挿入 の 役割と の 関係で ， こ れ らの 構造
が， 何 らか の 意味 を有 して い る可能性が 示 唆され た ．
Key w o rds repetitiv e s equ en ce， W O Odchu ck hepatitis virus， hepatoc e11ular
C arCln O ma
ヒ ト B 型肝炎 ウイ ル ス くhepatitis B viru s， H B V j 硬変， お よ び肝癌 の 組織 か ら DN A を抽出し， H B V
感染と と 卜肝細胞痛 く肝癌う は， 疫学的に 密接な関連 D N Aの 細胞内で の 存在様式 を検討す る研究がす すめ
を有す る こ とが 知ら れ て い るり ． ヒ ト肝癌 の 発生機序 られ て き た
．
ヒ ト肝癌 の 染色体 D N Aに H B V DN A
に お け る H B V の役割を解明す る 目的で， 慢性肝炎， 肝 が 高率に 組 み 込 ま れ てしlる と す る報告が なさ れ， H B V
A bbr e viatio ns こbp， ba s epal rSニ D H B V， Duck hepatitis B virus三 E－ C Oli， Es cherichia coliこ
G S HV， Gro undsquirr elhepatitis virus三 H B V， Hepatitis B vir usニ kb， kilobas epairs三 LIN E，
Lo ng interspersed r epetiv e sequ e n cei m ．0．i． ， m ultiplicity ofinfe ctioni P E G， Polyethyle ne
W 日257 G ElO 中に 組み 近 ま れ た W H V D N A近傍反復配列
DN Aの 組 み 込 み が肝癌の 発 生 に 何 らか 重 要な 役割を
果して い る と示 唆され て い る
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山一 方， 肝癌の 発 生メ カ ニ ズ ム を探る 一 助と し て， 動
物実験モ デ ル 系の 確立 が 急が れ てき た． しか し， H B V
の 宿主が ， ヒ ト， チ ン パ ン ジ ー と テ ナ ガザ ル に 限られ
てい る ため， 動物実験系とし て H B V類似の ウイ ル ス
とその 宿主 を用 い た研究が有力な手段 と なる こ とが 期
待され てい る7コ．
1980年 代後半か ら， H B V類似の ウイ ル ス が 各種の
動物よ り単離され ， 肝特異的な D N A 型 ウイル ス ， へ パ
ドナウイ ル ス くhepadn a viridael と して分類さ れ るに
至 り， H B V， ウ ッ ドチ ャ ッ ク 肝炎 ウ イ ル ス くw o od－
chu ck hepatitis vir u s， W H Vl， 地リ ス 肝炎 ウイ ル ス
くgro u nd squirr el hepatitis vir us． G S H Vl， ア ヒ ル B
型肝炎ウイ ル ス くdu ck hepatitis B viru s， D H B Vl
が， 現在ま で に へ パ ド ナウイ ル ス に 分類さ れ て い る8I．
これら の ウイ ル ス は， H B V と極め て類似 し た粒子 構
造， ゲ ノ ム 構造 を有 し， 肝炎を惹起す る こと が 知られ
てい る． その 中で も W E V は， ウ イ ル ス 感染後比較的
短期間に 極め て 高率に 肝癌 を惹起す る こ とが 明らか と
なり， へ パ ドナ ウイ ル ス 中で 最も高い 発癌性 を持つ と
考え られ8I， HBV に よ る肝癌の 格好の 実験モ デル 系と
して研究 に 利用 され 始め た．
著 者 ら は， ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 癌試 料 D N A中 の
W H V D N Aの 存在様式 を検討 し， 宿 主 D N Aへ の
W H V D N Aの 組み 込 み が高頻度 に 観察され る こ と を
報告した8I． そ して ， 小林 川 ， 鵜滴 ら 川 に よ り樹立 され
たウ ッ ドチ ャ ッ ク肝癌由来の 移植固形癌， お よび， 樹
立培養細胞株 W B 257 G ElOに お い て 組み 込 まれ た
W H V D N A が安定に 維持さ れ て い る こ と を明 らか に
し， 組み込 まれ て い る W H V D N A と その 近傍の 構造
解析をサ ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り検討
し， 3箇所の 組 み 込 み 部位の 存在 を報告し た別 ． そ の う
ち， 分子 ク ロ ー ニ ン グ法で 1 次構造 を解析 し た組み 込
み部位を含む A 領域 に は， W H V ゲノ ム の エ ン ハ ン
サ ー 配列部位 を含み1 21， 又 ， 近 傍の 宿主 D N Aに 反復配
列の 存在を認め た．
組み 込 み 部位近傍の 宿主 D NA 構造の 解析 は， ウイ
ル ス ゲ ノ ム 組み 込 み過程の 理 解と組み 込 まれ た ウイ ル
ス D N Aの 発 が ん へ の 関与 を検討 す る 上 で 重要 と考
え， 近 傍の 宿主 D N Aの 反 復配列の 解析 をお こ な っ た
とこ ろ， A 領域の W II V D N Aの 上 流お よ び下流に ，
2種類の 反復配列が存在 し， 後者は， 今ま で に 報告さ
れてい る どの 反復配列 に も属さ な い 新 しい 反復配列で
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あ る こ と を示 唆す る結果 を得た の で， その 特徴に 関 し
て， 若干の 考察 を加 え て報告す る．
I
． 材料 お よ び方法
王 ． 細胞試料と D N Aの 抽出
ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 癌 由来 の 樹 立 細 胞株 W H 257
G ElO は， 鵜滞 らの 方法に 従 っ て， 継代 お よ び培養し
た 川
．
W H V表面抗原 くw o odchu ck hepatitis vir u s
s u rfa c e antigen， W Hs Agl 陰性ウ ッ ドチ ャ ッ ク よ り
全身麻酔下で 正 常肝組織 を摘出し， D N Aを抽出 した
後， W H V D N A が染色体外に も， 又， 組み込 み型と
し ても存在 して い ない こ と を確認 し， 正 常肝 DNA と
し て以後実験に 用 い た ． ヒ ト D N A は， 剖検正 常肝組織
よ り精製 した ． 仔牛胸腺 D N Aお よ びサ ケ精子 D N A
は， Bo ehringe r
． M annheim く西 ドイ ツI の 市販 の 標
品を用tlた ． 酵母 D N A は， S戊CCゐ戊和才りノCgざ Ce 柁 ひな怨g
X 2180株細胞か ら精製 した．
細胞 か らの D N Aの 抽出は， 5倍量のサ ル コ シ ル 緩
衝液 く50m M T ris－ H ClくpH 8．Ol， 10m M E D T A，
2％ Na サ ル コ シ ル1に 懸濁 し溶解さ せ， 等量の 有機混
合液 くフ ェ ノ ー ル ニ ク ロ ロ か レム ニ 1 ニい を加 え振
畳混合後， 水層部分 を抽出 し， エ タ ノ ー ル 沈澱の 後に
サ ル コ シ ル 綬衝液に 溶解し， R Na seA く100JJglm1
tBo ehringe r． M a n nheim ， 西 ドイ ツう 処理 を 37
O
C， 1
時間お こ な い ， 次 い で， プ ロ ナ ー ゼ E く2 mglml く科
研製薬1 処理 を 37
0
C， 4 へ 5時間お こ ない ， 再び有機
混合液 に よ る 抽出 を数 回繰 り 返 し， 水層部分 よ り
D N A をエ タ ノ ー ル 沈澱に て 精製 した． D N A標晶の 平
均サイ ズは ， ア ガ ロ ー ス 電気泳動に て確認し たと こ ろ
約50へ 100 キロ 塩基対 くkiloba s epairs， kbl で あ っ
た ．
肝組織 か ら の D N Aの 抽出 は， 冷凍保存した試料 を
解凍後， 小切片と し， 5倍量 の サル コ シ ル緩衝液に て
懸濁し て ホ モ ゲ ナイ ズした後， 細胞 か ら と同様の 方法
に て D N A を調整 した．
II
． 遺伝子 ラ イ ブ ラリ ー
La mb da C har o n 4A をベ ク タ ー と し た W H 257
G ElOの 遺伝子 ライ ブ ラ リ ー ， お よ び， ウ ッ ドチ ャ ッ ク
正常肝 の 遺伝 子ラ イ ブ ラ リ ー は， 金子 ら削が 調整 し た
も の を用 い た ． ウ ッ ドチ ャ ッ ク 正 常肝の M 13m pl l
フ ァ ー ジ D N Aを ベ ク タ ー と し た遺伝子 ラ イ ブ ラ リ ー
は， 正 常肝 D N Aの H ind IIr完全消化試料と牛． 腸 ア ル
カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ く宝 酒 造う処理 に よ り 5，端 の 燐
酸基 を 除去 した Hind III消化 M 13m pllD N A と を
glyc ol三 S D S， Sodiu m dode cyl sulfateニ SIN E， S hort interspersed repetitive sequ e n cei
W HsAg， W o odchu ck hepatitis viru s s urfac ea ntige n三 W H V， W o odchu ck hepatitis viru s．
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T4 リ ガ ー ゼ く宝酒造きに よ り結合 させ ， か レシ ウ ム 処
理 大腸菌 く麒i亡．如才ー rカわ t了Og才， 且 亡－0ノブ1JM l115 にト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 法に て 導入 し て得た1 3J．
I 王
．
フ ァ ー ジ ク ロ ー ン か らの D N Aの 調 整
ラ ム ダ フ ァ ー ジか らの D N Aの 調整は ， 単離し た プ
ラ ー クの フ ァ ー ジを 且 仁一ogオ L E 392株に 感染させ ， そ
れ を10m M Mg Cl2 添加 Lederbe rg Br oth くL Bm gl
寒天 プ レ ー トに 重 層法 に て c o nflu e nt と なる よ う に ま
き， プ ラ ー ク形 成後 2 へ ノ 3mlの S M液 t5O m M Tris
． H Cl くpH 7．6l， 150m M NaCl， 10m M MgC12，
0，05％ゼラ チ ン1 添加 に よ り フ ァ ー ジを溶出させ ， ク
ロ ロ ホ ル ム を加 え フ ァ ー ジ ス ト ッ ク を調整し た． 大 量
培養は， 0．4％ マ ル ト ー ス を含む L Bmg 培地 で 対数
増殖期中期 に増殖し た LE392に ， 感染多重度 くm ulti，
plicity of infe ctio n， m ．0 ．i．1 0．1 へ 0 ．07 でフ ァ ー ジ を
感染させ ， その 後50倍稀釈し 370C， 8 へ 10時 間振滋
培養 し た． 培養液 に ク ロ ロ ホ ル ム を 少量 加 え た 後，
D Na s eく10FLgノmり く宝酒造J R Na s eA く10JLgJmり
処理 を お こ な い ， 上 清を遠心一に て 分取 し， 10％ poly．
ethyle n－glyc o1 6000tP E G 60001 と 1 M NaClに よ り
フ ァ ー ジ粒子 を沈澱分取 し， CsCl勾配遠心 に て フ ァ ー
ジ分画を分取精製 した． その後， R Na se A く10JLgl
mり， プ ロ ティ ナ ー ゼ K く100声gノmllに よ り， 37
0
C，
30分処理 後， 有機溶媒混合液 に て D N A抽出 をお こ
な っ た
．
M13フ ァ ー ジ DNA の 調 整 は， ク ロ ー ン 化 し た
フ ァ ー ジを m ，0．i． 0．1 でX2 Y T培地く0．16％ トル プ ト
ン， 0．1％酵母 エ キ ス ， 0．05％ NaCl， PH 7．5うで 対数
増殖期中期 に 増殖 した E． c oliJM lO5 株 に 感染させ ，
37
0
C， 5時間振壷後， 遠心 に て 菌体と分離 し た培養液
よ り フ ァ ー ジを P E G 6000 と NaClに て 沈 澱 さ せ ， 遠
心に て 分取 した． フ ァ ー ジか ら単鎖 D N Aを フ ェ ノ ー
ル 抽出に て精製 した． 2 重鎖環状 D N A は， 感染 し た
JM lO5を上 記の 方法で 5時間培養後 ， ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル く18声gノmり を添加し， 更に 1時間培養後， 菌
体を分取 し， リ ゾチ ー ム 処 理 に よ り溶菌さ せ ， フ ェ ノ
ー ル 抽出， CsC トェ チ ジ ウ ム ． ブ ロ マ イ ドに よ る密度
平衡遠心 に て 選択分取 した ．
IV． In site ハ イア リ ダ イゼ ー シ ョ ン
サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
1 41
， ge n Omic
D N Aの 場合 は， 10へ 20p gの D N A試料を， ク ロ ー ニ
ン グ した ウイ ル ス ま た はプ ラ ス ミ ド D N Aの 場合は，
約 0．5句 1．0声g を， 0．5〆gノmlの エ チ ジ ウム ． ブ ロ マ
イ ドを含 む1．0％アガ ロ ー ス の 水平ゲ ル に の せ 電気泳
動 に て 分画 した． 泳動結果 を撮影後， ア ル カ リ処理
く0．5 N NaO H，1．5 M NaCl を30分お こ な い ， 次い
で， 中和処理 く0．5 M Tris ． HClくpH 7．0ン， 1 ．5 M




ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 くSchleiche r8r s chLill
， 西 ト イ ツj
に 移行さ せ ， 80
0
c， 2時間処 理 し た． プ レ ハ イ プ リ グ
イゼ ー シ ョ ン は ， プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン液 軋6
M NaCl， 60m M Tris ． HCl くpH 7 ．6l， X 5
Denha rdt
，
s 液 肛 1％牛血 清ア ル ブ ミ ン ， 0．1％ ポ リビ
ニ
ー ル ピ ロ リ ド ン， 0．1％ フ ィ コ ー ル1， 2 m M E D TA
．
0．5％ ド デ シ JL硫 酸 ナ ト リ ウ ム くsodiu m dodecyl
Sulfate
，
S D S， 1 0 0jLgl
I
ml変性 サ ケ 精 子 D N Aう中で
65
ロ
C， 1時間 以 上 お こ な っ た
．
プ レ ハ イ プ リ タ
づ
ィ ゼ ー
シ ョ ン 液を除去後， プ ロ ー ブ D N A を含 む新 たな プ レ
ノ いイ ブリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液を加 え， 65
0
C でハ イ プリ
ダイ ゼ ー シ ョ ン を24時間以上 お こな っ た ． フ ィ ル タ ー
の 洗 浄は， 過剰の 1次 洗 浄液 くO．3 M NaCl， 60m M
Tris ． H Cl くpH 8，Ol， 2 m M E D T A， 0 ．5％S DSう
に よ り ， 65
0
C， 30 分処 理 を2 回繰 り返 し， そ の 後， 2
次 洗 浄 液 く3 m M Tris ． H ClくpH 8．Ol， 2 m M
E D TAl で室温 に て 30 分， 2 回洗浄 を お こ な っ た
．
フ ィ ル タ ー は ， －8OOC で X 線 フ イ ル ム くKodak， N．
Y． ， U ．S．A．Jに 密着させ ， 増感 ス ク リ ー ン を使 い オ ー ト
ラ ジ オグ ラ イ ー をを 3 へ 4 日 間お こ な っ た ．
プラ ー ク ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は ， 寒天 プレ ー ト
に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 に 接着させ ， プ ラ ー ク をレ プリ
カ し， フ ィ ル タ ー を ア ル カ リ で 処 理 ， 中和 処 理 をお こ
ない ， 以後， サザ ン ． ハ イ プ リ タ
サ
ィ ゼ ー シ ョ ン の場合
と同様に ， ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を お こ な っ た． 反
復配列の フ ァ ミ リ ー の ク ロ ー ニ ン グは ， 上 記の 条件で
は単 離不可能 で あ っ たの で， ハ イ ブリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
の 条件の stringe n cy を下げ る目的で ， 4 0％ホ ル ム ア ミ
ド存在下 で 42
0
Cで お こ な っ た ． その 他は， 条件は同 一
と した．
プ ロ ー ブ の 作製 の た め に ， A 領 域 を 含 むラ ム タ
す
ク
ロ ー ン G E，L8か ら 各 D N A断片 を pB R 322ベ ク タ ー
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て組 み 換 え プ ラ ス ミ ドを作っ
た
．
CsCトエ チ ジ ウム ． ブ ロ マ イ ド で 精製し た D N A標
本を プ ロ ー ブ調整に 用 い た． 標識 プ ロ ー ブ の 調整 は， 32
P－d C T P を標識基質と し て ， ニ ッ ク ． トラ ン ス レ ー シ ョ
ン 法 に て お こ な っ た1 5J． プ ロ ー ブ の 比 活性 は， 約1
へ 3 x lO8cpmlJJg D N A と した． プ レ ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 液中の プ ロ ー ブ の 濃度は ， 約10メイgノml と
した．
V
． D NA l 次 構造の 決定
ラ ム ダ フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は， 精製 D N A を各種制限
酵素で 消化 し て， 制限酵素地図 を作成 す ると共 に， サ
ザ ン ． ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン に て 反 復配列を有する
D N A断片を同定 し， 低融点ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よる電
気泳動 で 分画 した． その 後， バ ン ド部分 を切 り出し，
W H 257 GElO 中に 組み 近 まれ た W H V D N A近傍 反復配列
T E緩衝液 仁25m M Tris
■ H ClくpH 7 ．51， 1 m M
ED T Al を加え， 65
G
C で 融解後， フ ェ ノ ー IL，抽出 をお
こ ない D NA 断 片 を精製 し， M 13 m plO ま た は M13
叩 11の ポ
リ Iノ ン カ ー 部分 に 挿 入し た． これ ら の M13
ク ロ ー ン の 精製単鎖 D N A を ダ イ デ オ キシ チ ュ
ー ン




ダイ デオ キ シ 法に は， 塩 基配 列決定用 の キ ッ ト
仏 m er sha m． u S．A ．1 を利用 し， キ ッ トの プ ロ ト コ
ー
，レに従 っ て 3 2P－d A T Pく比活性 ン400 Cil
l
m m olel を標
識基質と して 反応 をお こ な っ た ■
成 績
I ． W H 257 GElO 細胞 の W H V D N A組 み 込 み を
含む A 領域の 反 復配 列
金子， 児玉 ら に よ り 既 に ク ロ ー ニ ン グさ れ， 1次構
頂 2 3 尋 渦
Fig． 1． So uthe rnhybridiz atio n a n alysis ofgen o mic
D N A dige sts ofw o odchu ck liv e r withthe Hind m
2．1kb fragm ent a sthe probe．
Ten to 20JJg Of digested D N A of n o r m al
w o odchu ck liverく1a n es3 a nd4l o rW H257 G ElO
りa n esl a nd 2l w a s ap plied to e a ch la n e， a nd
ele ctr opho re s ed in al．0 ％ ho riz o ntalagaro segel．
T he H ind III2．1k b fr agm entfrom the pu rified
D N Aof apla s mid w a s u s ed a s the pr obe．
Co nditio n s of Souther ntr a n sfer a nd hybridiz a－
tio n w er edes c ribed in M ate rials a nd Method．
La n esl a nd 3，Ec oRI dige stsila n e s2 and4， Hind
lI dige sts． T he po sitio n s ofsize m a rke rD N As
くMIw ere sho w nin k b．
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這が 決 定さ れ た A 領域の 2 ．1kb Hind lIl断片内に 約
800塩 基 対 tba s epairs， bpl の W H V D N A が存在
し， これ は， W H V ゲノ ム の S 遺伝子の C端 か ら X 遺
伝 子の 中央部ま で を 含ん で し1る ． W H V D N Aをプ
ロ ー 7
t
と し て サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を お こ
なう と， A 領域 の 2．1kbHindII断片に 相当す る 2．1
k bの バ ン ドが H ind III消化で得ら れる が， こ の 2．1kb
の D N A をプ ロ ー ブ と して W H257 G ElO およ び ウ ッ
ドチ ャ ッ ク 正常肝 D N Aの サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン をお こ な うと ス メ ア状 の バ ン ドが得られ る く図
1l． ニ の こ と は， 2 ．1 kb断片の W H V D N Aの 近傍
に 反復配列が存在 する こ と を示唆す る． この 存在 を検
討する た め に ， 他 の 方法に よ っ て こ れ を確か め た． す
な わ ち， 細 胞 の 全 D N A をプ ロ ー ブ と し て 用 い て
ge n o nlic サ ザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン をお こ なう
こと に よ り ， コ ピ ー 数の 多い 反 復配列断片が効率よく
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン反応 をお こ ない 強い シ グナ ル
を与 える こ と を利用 し ， G E－ L8 D N A を Ec oRIお よ び
Hind llIで 消化後， 正 常 ウ ッ ドチ ャ ッ ク D N Aを ニ ッ
ク ． ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に て 標識 しプ ロ ー プを作製し
Fig． 2． Repetitiv e s equ en ce sin regio n A dete cted
by w o odchu ck D N Aa sthe probe．
Ec oRI dige stくEJo rH ind III dige stくHlof G E－L8
D N Aw asele ctr opho r es ed a sin Fig． 1． So uther n
hybridiz atio n w a s c arried out u sing n o r m al
w o odchu ck liv er D N A as the pr obe． T he
po sitio n s ofsiz em arke rD N AsくMIw ere sho w nin
kb．
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て サザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン をお こ な っ た
．
そ
の 結 乳 Ec oRI消化で は， 1．4k b， 3．O k bと 4 ．Ok bに ，
Hind lII消化で は， 2．1 kb， 4 ．1k b と 24 kbに バ ン ドを
認 め， 特 に ， Ec oRIで は， 1 ．4kb に ， Hind IIIで は， 2．1
k bに 強い バ ン ド を認めた く図 2J．
そ こ で ， 2．1 kb断片の亜 領域 をサ ブ ク ロ ー ニ ン グ し
て プ ロ ー ブ と して 用 い て ge nomic サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン をお こ な っ た
．
その 結プ私 W HV D N Aの
上 流 くS遺伝 子 の フ レ ー ム の 5，側l の H in d IIトClaI
O．3 kb をプ ロ ー ブと して用 い て も， 下流 は 遺伝子 の
3
，
側1の Ec oRI－ H in d III O．75 k bを用 い て も， ge n O mic
サ ザ ン ． ハ イ プ リグイ ゼ ー シ ョ ン で ス メ ア状 の バ ン ド
を得た く図 31． こ の 結果は， W H VD N Aの 近接 した
両側 に 宿主側 の反 復配列 が存在 す る こ と を示 し て い
る ．
王工
． 下 流 の 反 復配 列 に ホ モ ロ ジ ー を も つ D N Aの
ク ロ ー ニ ン グ
D N A l次構造 の 比 較 で は， 上 流 の Hind III－ClaI
O■3 kb の 部分 に は， 既に 浜田 らに よ っ て 報告され て い
る T G反復 に 属す る と考 え ら れ る 15 回の A C反 復が
存在 する が 川 ， 下流部分 の 配列に は， 既 知の 反復配列と
類似の 配列は見 い だ さ れ なか っ た ． 上 流と下流 の 反復
配列が同 一 単位の も の か否 か ， お よ び， 下流 の 反復配
列 に 属す る他 の 配列が どの 様な構造 を取 っ て い るかを
検討す る た め に ， 正 常 ウ ッ ドチ ャ ッ ク の 遺伝子 ライ ブ
ラ リ ー か ら， 下流の Ec oRI－H ind 工II O．75 kb をプロ ー
ブと して， こ れ に ホ モ ロ ジ ー を持 つ ク ロ ー ン の 単離を
試み た． しか し， 通常の stringentな 条件 の ハ イ プリグ
Fig． 3． So uthern hybridiz atio n a n alysis of ge n o mic digests of n o r m al w o odchu ck
liv e r with subfr agm e ntsfla nkedto theintegrated W H V D N A in reg o n A．
Ge n omic So uthe rnhybridiz atio nくthebotto ml w a s c a rried o ut a sin Fig． 1． D N As
ap plied w e reEc oRI digestsくElo rHind III dige stsく印 of n o r m al w o odchu ck liv er
D NA． T he H ind III2－1 k b fragm e ntha vingthe W H VD N Aw a sdige sted with ClaI
O rEc oRIa ndthe H ind III－ClaI O－3 k bo rthe Ec oRI－H ind 工IIO．75 k bsubfragm e nt w a s
pu rified re spectively－ Pla s mid D N A harbo ring the O．3 k bくthe left tw o la n e sJ o r
that withthe O－75 kbs ubfr agm e ntくthe right tw ola n e sI w a s u sed a sthe probe fo r
hybridiz atio n． T he po sitio ns of siz e m a rkerD N AsくMI w er e sho w nin k b． T he
r e strictio n m ap ofregio nA is sho win the up pe r side a c c o rdingto thede sc riptio n
Of Ka neko et al鋸． T he r e strictio n m ap ofthe H indII 2．1 kb fragm entis sho w nin
the middle － Re strictio n e n zym e cle a v age site s こH， H ind 工IIニ E， Ec oRI三 C， ClaIi
Hp， HpaII．
W H 257 GElO 中に 組み 近 ま れ た W H V D N A近傍反復配列
イゼ ー シ ョ ン で は， ホ モ ロ ジーを持 つ ク ロ ー ン の 単離
に成功 しなか っ た ． 次 い で， ハ イ プ リ グイ ゼ
ー シ ョ ン
を40％ ホ ル ム ア ミ ド存在下 で 42
O
C とrela x さ せ た条
件に し て， 0 ■75 k bに ホ モ ロ ジ
ー を持 つ ク ロ ー ン の 単
離を正 常 ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 D N Aの 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ
リ ー か ら試み た． その 結乳 約 5 旬 10x lO
2 個 の プ ラ ー
ク当 り， 1 個の 割合で ホ モ ロ ジ ー を持 つ ク ロ
ー ン が 単
離され た． ま た， M 13pm l l のHindlII消化の 断片を
挿入 した遺伝子 ライ ブ ラ リ
ー か ら は， 約 104 個 に 1 個
の割合で ク ロ
ー
ニ ン グさ れた ． 後者の ク ロ ー ニ ン グ で
得ら れた 3個の ク ロ
ー ン は， 制限酵素地図で 同 一 断片
で あると 判断さ れ た． 得られ た ク ロ ー ン か ら D N Aを
単離し， Ec oRI お よ びH ind 工IIt肖化をお こ な い 制限酵
素地図を作製す る と と も に， サ ザ ン ■ ハ イ プリ ダイ ゼ
ー
シ ョ ン の た め に ニ トロ セ ル ロ
ー ス膜 に D N A を移行さ
せ た．
サザ ン ． ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ と して
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下流の Ec oR トH ind II工0．75 k b を用い たと こ ろ， 遺伝
子ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得た 4個の ク ロ ー ン中の 2個で あ
る N W－L R2ク ロ ー ン で は， Ec oRI 2．4kb 断 片 だ け
に， N W－L R5 では， Ec oRI． 6．8k b断片だ けに ブ ロ ー
プと ホ モ ロ ジ ー を持 つ 配列が存在す る こ とが 示さ れ た
く図4I． そ の 他の ク ロ ー ン で は， Ec oR ト消化に て高分
子領域 に ， 又 ， Ec oRI－ ＋ Hind III消化に て複数の バ ン ド
が0．75 kb プロ ー ブ と ホ モ ロ ジ ー を持 っ たの で， 今 回
は， 塩 基 配列決定の た めの サブ ク ロ ー ニ ン グは お こ な
わな か っ た ． デ ー タ は 省略し たが， M13 ライ ブラ リ ー
の N W．M Rlで は， H ind III l．O k b断片に プ ロ ー ブ と
ホ モ ロ ジ ー を持 つ 配列が 存在す る こ と が 示 され た ．
N W－L R 2， L R5， お よ び M RI が含む バ ン ドは， 上 流の
Hind lII－ClaI O．3 k b をプ ロ ー プ と し た時 に ， ホ モ ロ
ジ ー を持 つ バ ン ドを検出でき な か っ た くデ ー タ省略I．
こ れ らの 結果は ， A 領域に 見 い ださ れ た両側の 反 復配
列が， それ ぞれ 独立 し た反復配列 に 属する こと を示 唆
Fig． 4． So uthe rnhybridiz ation a n alysis ofclo n ed D N As withtheO．75 k b fr agrn e nta S
a probe．
Clo n ed D N As， N W－L Rl， N W，L R 2， N W－L R 4a nd N W－LR5 w e re is olated fro m
n o r m al w o odchu ck ge n o mic libr a ry of 入 Cha r on 4A ． Lan e l of e a ch D N A
c o rre spo nds to Ec oRI dige st， 1ane 2 to Ec oRIa nd H ind III do uble digest－ T he
Ec oRI－ Hind ln O．75kb fragm ent w a s u sed a sthe pr obe， T he po sitio n s of siz e
m arker D N AsくMJw e r e sho w nin k b．
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す ると考 えら れ る
．
HI
． 下 流 の 反 復 配 列 と ホ モ ロ ジ ー を持 つ D N Aの
塩 基配 列と こ の フ ァ ミ リ ー の 共通 配 列
サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 0．75 k b
ブ ロ ー プ と ホ モ ロ ジ ー を 持 つ D N A断片 を pB R 328
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グして細 か な 制限酵素地図を作製の
後 く図51， ブ ロ ー プ とホ モ ロ ジ ー の あ る小 断片部分の
塩基配列決定 を M 13フ ァ ー ジ D N A を用い た ダ イ デ
オ キ シ 法 に よ っ て お こ な っ た ， 0．75 k b と共通配列部
分を含 む塩基配列を図 6に 示 した ． こ の 結果は， 塩基
配列決定を し た クロ ー ン 間で み られ る共通配列部分 は
約450 もp で あり， その 中央部分 に は， D N A挿入 が高
率に み られ る領域が あ り， そ の 高 い div e rsio n を有す
る部分 に 相当して ， A 領域 で は 28 回の A T反復が存
在す る． この こ と は， A 領域の A T反復 は， 0．45 kb反
復配列 フ ァ ミ リ ー の 共通配列で は な く ， 特異的な配列
N W－L R 5
入L E H H E H E
で あ る こ と を示 して い る ． こ れ らの 相互 間の 塩基置換
率は約 25％であ っ た ． ま た ． コ ン ピ ュ ー タ ー 解析に よ
る ホ モ ロ ジ ー 検索で は， 既知の 反復配列と長 い ホ モ ロ
ジ ー を 持 つ 領域 は見い だ され な か っ た ．
IV． 他の 生物種 の D N A中 に 0．45 k b 反復配 列に 類
似 L た配列の 存在 す る 可能性
今 回明 ら か と な っ た 0．45 k b反 復配列 フ ァ ミリ ー
が， ウ ッ ドチ ャ ッ ク に特異的な配列 であ るか 否 か を調
べ る た め に ， 各種 の 生物由来 の DN A試料 を用い て
ge n o mic サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン をお こな
い ， プ ロ ー プと して 0．75 kb断片を用 い た
． 結果 く図
7I は， 同類に 属す る マ ウス の み らず， ヒ h サケ，
更に は， 回虫の D N A中に も ス メ ア状の バ ン ドを認め
た ． こ の こ とは ， 今 回， ウ ッ ド チ ャ ッ ク に 見い ださ れ
た 0．45 k b反復配列 フ ァ ミ リ ー と ホ モ ロ ジ ー を持つ
類似の 反復配列が ， これ らの 広 い 多細胞 生物種に共通
N W－L R 2
RsRs
P B R 32 8
N W－M R l
M13mpll H Rs Sp CI H M 13m pll
Fig． 5． Restrictio n m aps of clo n ed D N Asha ving the r epetitiv e sequ e n c e s．
T he restrictio n m aps ofthr e e clo n ed D N Au s ed fo rD N Asequ e n cing w e re sho w n． Clo n ed
D N A deriv ed fr om w o odchu ck ge n o m einto A of cha ro n4 Aw e r e sho w n a sthick lin es．
T he relativ epo sitio n ofthetw o EcoRI fr agm e nts of N W－LR2n e a rto theleft a r mく入 U
a rete ntativ e． Subclo n ed fragm e ntsinserted into pB R 328 v ector we re show nin the c as e
Of N W－L R 2and N W－L R5 in a n e nla rged s c ale． M 13clo n esfor D N As equ e n cing w er e
COnStruCted a c c o rdingto thefin e m ap ping ofthe s ub fragm e nt a s sho w ninthe Figu r e． In
the ca se ofN W－ M Rl， D N Asequ e n clng W a S C a rried o utdir e ctly atfirst，the n subclo ning
W a Sdo n e a cc o rding to the sequenclng re Sults．
Re strictio n en zym e cle a v age sites こE， Ec oRIi H， Hind IIIこ Ps， PstIニ Rs， RsaIニ A l， AluIi
Sp， SphIニ Bg，Bgl IIニ R V， Ec oR Vi D d， D deIi Dr， Dr aIニ M b， M boIニ Cl， ClaI．
W H 257 G ElO中 に 組み 近ま れ た W H V D N A近傍反復配列
して存在す る こ と が明 ら か とな っ た ． し か し， 異核 単
細胞生物に 属す る酵母 で は ， 類 似の 配列 を検出す る こ
とはで き な か っ た ．
考 察
H B Vは， ヒ ト に 感染し， 急性肝乳 慢性肝炎 ， 肝硬
変等の 様 々 な病態 を生 み 出す の み な らず， 肝癌 の 発症
に深く 関連 する こ とが疫学的研究に よ っ て示 唆さ れ て
い る ． しか し， B B Vの 発が んに お ける役割は， 分子機
構とし て い まだ 明ら か で な い ． 近年， 遺 伝子 工 学的手
法を駆使し た研究が可能と な り， ク ロ ー ニ ン グさ れ た
E B Vゲ ノ ム を用 い て 各種肝疾患試料中の H B Vの 存
在状態を明 ら か に す る こ とが 可能と な っ た ． そ の 結果，
H B V関連 マ ー カ ー が 陽性 の 肝癌 の 約 75句 100％近 く
に H B V D N Aの 組み 込 み を認 める こ とが 報告され ，
肝癌発生 に H B VD N Aの 組み 込 み が何 らか の 役割 を
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果し て い る こ と が示 唆され てき た． しか し， 組み込 ま
れ てい る ウイ ル ス D N A は， し1ずれ も ゲ ノ ム の 1部 分
で あり ， ウ イ ル ス の 特定遺伝子が 無傷で が ん細胞 に維
持され て い る と は 考えられ ない ． ま た， ウイ ル ス ゲ ノ
ム 中 に が ん遺伝子 に 相当 する遺伝子 が コ ー ドさ れて い
る事実は な い ． サ ザ ン ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン等で
検討さ れ た結果か ら， 宿主 染色体上 の 組み込 み部分が
少数 に 限定 して い る こ と を示 唆す る結果は なく， む し
ろ， 組み込 み 部位は まち ま ちの 傾向に ある． こ れ らの
事実 は， ウイ ル ス の転写制御 シ グ ナル が 宿主 D NA に
挿入 さ れ た こ と に よる が ん化 を想定す る場合に も， 少
数の 標的部位 へ の単純 な ウイ ル ス ゲ ノ ム の組み込 み で
は説明が困難である． ま た， 組み込 み 部位近傍 の宿主
の D N A構造 の再配列， 再編成を伴う例が多く， H B V




Regjo n A O． 7 5Kb T CT AG ATT C AAA CC TC CA CCT T CCT CT A ATG TC CTT T TTT TTG GG TC TC CTC A CTl
－
G AC C G TT C AAA GAC CC C
N u－ L R2 TT AAG TC TT ATT AT GA TGT C T
N リーL R5
N W－ MRI AGAGAAAG GAC TT GT AC CA CC AT TG GCT GC TG AC TC TT TAT ATGC Al－c AA AG A AT CA GCA GT GA GAG A ACC AAT CTC C
Reg1 0 nA O． 7 5 Kb TCTCT GA GA GAG TCTC
N H一しR 2 ATAG TTCA ATT ATTG
N －トLR 5
N u－ MR I AT TA GTT AG AA GA CAT
Regl O nA O． 7 5 Kb
F仙トLR2
N W一 しR5
N U－ M RI



































C T AA AAA AC C CC AG AA CA ATT GT AG AGG AG
CA ATT TT AA GG AG
AA AG TTT AT A
GA AC ATC A TG
TTTA GTCAG CTITT TC
TT TA GTC AG CT TTT TC
CT TA GTC AG CT TT TTC
G TT TC AG AGG TC TC






T CA GA AJ，GC A
T C AGA AA GC A
T C ATA AAGIA
Reg1 0 nA O． 7 5Kb AT AT AT
N リーL R 2 ノノノノノノノノ
N u－ L R 5 CA GT ATG A
NレトIIR l ノノノノノノノノ
Reg1 0 nA O．7 5 Kb TA T G
N 山一 L R2 CA T G
NH－L R5





ノ佑G AT ACA AA
AG AT AC AA A
CA CC CT AC
JEACA CC CT AC
4 00
A TAT AT ATA TA T ATAT AT ATA TAT AT
ノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノ
TA AC GC AT GC CC AATT CT TA CTTCl
ノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノノ
48 0
GIT AT C C
A AC CC AAT C ATT TC TG C
AAC TC AA TC ATT TC TC C
A AC CC AAT C ATT TC T CC
CTT CT TCC AC TG
Tノノノノノノノノノノ
GAT AA TTI JITC
ATT AC T AAA CT GA AG CC TG TAG GG AA
GA GGC AT TT CG TT CTTT TGCATAT TT












































T AAA G GA
AG AGG TT TAT AG
GT TCT AG AA TA
Fig． 6． T he s equ e n c e an alysis of fr agm e ntsfr o m clo n ed D N As， N W
－L R2， N W－LR 5
a nd N W－M Rl ha vingho m olog yto O．75 k b fr agm e nt，
T he sequ en c es of fr agm entsfr o m clo n ed D N As， NW エ R2， N W－L R5a nd N W－M R l
ho m ologo u sto O．75k b fragm e nt w e re sho w n． Ba se sin bo x es a r e co n se rv eda m o ng
thre e orfo u rfragm e nts．
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H B Vの 肝癌関与 を検討す る 上 で 有力な研究方向の
1 つ は， 動物モ デル 系を用 い た研究 で ある． 特 に ， H B V
類似の ウイ ル ス 群 くへ パ ドナ ウイ ル 封 が発 見さ れ て
以 来， ウイ ル ス の ゲ ノ ム 構造 の 比 較か ら， へ パ ドナ ウ
イ ル ス が進行的に 共通 の 祖先 を持ち， ま た， H B Vと類
似の 病原性 を示 す こ とが 明 ら か と な っ た1 81
．
そして， へ
パ ド ナ ウ イ ル ス に 属 す る H B V， W H V， GS H V
，
D H B Vの 中 で， W HV が最も発 が ん性が 強 い ことが 示
Fig． 7． So uther nhybridizatio n a n alysis of D N Asa mples of v a rio u s s o u r ce swith Ec oRI－
H ind 工II O．75 k ba sthe probe．
T he r es ultin the rightisSo uthe rnhybridiz atio n ofn o r m alw o odchu ck D N Aafte r v a rio u s
r e strictioh en zym edige stio n． Nodis cr et ba nd is dete cted in e a ch la n e． T he r e sultin
theleftis aSo uthe rnhybridiz atio n of Ec oRI dige sts ofv a rio u sD N Asa mple s． In e a ch
la n e，10to 20jLg Of D NA s a mple s w a s ap plied． T heis olated Ec oRI－ H ind III O．75 k bw a s
u sed a sthe pr obe． Hybridiz atio n s w e re c a rried o ut inthe prese n ce of40％for mamide at
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． W H 257 G E lO中に 組み 近 まれ た W H V D N A近傍反復配列
され， ウ ッ ドチ ャ ッ ク の 場合， 肝硬変と い う病態 を経
由せ ず感染後2
へ 3年 と い う比 較的短期間 に 肝癌が発
症する こ とが知 られ て い る
8，
． ニ れ らの 点 か ら， ウ ッ ド
チャ ッ ク と W H Vの 系は， ヒ ト肝癌 と HB Vの 関連 を
検討す る上 で 有力 な系と して 用 い られ て い る．
著者ら は， ウ ッ ドチ ャ ッ ク 肝癌由来移植固形癌 と そ
れを出発材料と し た樹立細胞培養株 W H 257 G ElOに
おける W H V D N Aの 存在様式を検討 し， こ れ ら の 細
胞集団の 継代過程 で， 3箇所の W H V D N A の組 み込




の中の A 領域 に は， W H V ゲノ ム の S 遺伝子 の C端
か ら X 遺伝子 の 中央部ま で が 再編成 な く 組 み込 ま れ
てい て， 従っ て， W 王1 Vの エ ン ハ ン サ ー 領域が 存在す
る． また ， A 領域の W H V D N Aの 近傍の 宿 主 D N A
配列に ， 特徴的な プ リ ン ． ビ リ ミ ジ ン の 繰り返 し構造
がみ られ ， A 領域の形成 に は宿主側 の 再編成 の 存在が
示唆され て い る． こ の ため ， W H V D NA の 近傍 に存
在する宿主 の 反 復配列 の 配置 と構造 の 解析が， A 領域
の形成お よ び W H 257 G ElO細胞中での こ の領域の 遺
伝的活性 を知 る 一 助と な る こ と を期待 し て構造解析を
お こな っ た ．
この 結果は ， 以 下の 通 りで あ っ た ． い A 領域 の 組み
込まれ た W H V D NA の 近傍の 両側に 宿主 側の 反復配
列が存在 し， この 両側 の 配列は， W H V D N A組 み込
みに よ っ て 分断され た 1 つ の 反復配列と考 える よ り，
それぞ れ独立 し た 2つ の 反 復配列が W H V D N Aに 近
接して 存在す る と推定さ れる ． 2う下 流に 存在す る反 復
配列は， 約 450 bp の サ イ ズの 反復配列の フ ァ ミリ ー に
属す る． 3う下流の 反 復配列部分の 中央に 見い だ さ れる
28 回の A T 反復 は， 0．45 kbの 反復配列に 属す る他の
配列に は見 い だ され ず， A 領域の 反 復配列に 特異的な
配列と考え られ た． 従 っ て， A 領域で は， W H V D N A
の 上 流 に T G 反復配列 に 属 す る 15 回の AC 繰 り 返
し 川 と， 下 流の 約0．45 k bフ ァ ミ リ ー に 属す る配列 の
中央部 に A T繰 り 返 しが 存在 す る 特徴的 な構造 と
なっ て い る ． こ れ らの プリ ン ． ビリ ミ ジ ン繰 り返 し配
列は， D N Aの 局 所構造 を Z 型に 転換さ せ る 可能性が
指摘され て い て 瑚 ， T G 反復 に 関し て は， エ ン ハ ン サ ー
活性が 存在 す る こ と が 浜 田 ら に よ り 報告 さ れ て い
る20I． 事実， 金子 らは， A 領域 に 存在 す る A C 反復 を含
む亜領域お よ び 0．45 k b反復配列を含む 亜領域に エ ン
ハ ン サ ー 活性が ある と の 結果を得て い る く未発表う． ま
た， 最近 で は， H B Vの 組み込 み 近傍 に mini－S atellite
反復配 列が存在す る こ とが 示唆さ れ， 組み込 み部位の
形成， 特に 宿主 側の 再編成に 関連す る可能性 が示 唆さ
れてい る2 1I． こ の よ う な点か ら， 今回明 ら か に な っ た
W H V D N Aの 両側の 反復配列が， A 領域の 形成の 転
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写制御の 面か ら 何らか の 役割を果 して い る可能性が あ
る
．
今回構造的な特徴を明 らか に した ウ ッ ド チ ャ ッ ク に
存在す る 0．45 k b反復配列フ ァ ミ リ ー は ， 1倍体当り約
104 個存在す る反 復配列と考え られ ， ク ロ ー ニ ン グ さ
れ た 反復配列が tandem に 並 ぶ こ と な く ， 近傍 に ユ
ニ ー ク配列が 存在 する こ とか ら， inte rsper sed repeti－
tiv e s equ e n c eと考え られ れ る． 現 在まで に ， こ のよ う
なサ イ ズの SI N Eで 最も よ く 知 ら れ て い る の は A lu
配列であ り221， そ の 他 に も B 22 3I， 02 4I， R2 5ラ， I D2 6聞1，
Sa u3 A2 8I， 等の SI N E があ り， また ， プリ ン ． ビリ ミ
ジ ン繰り返 し に 属す る T G，C A等も知 られて い る1 7l．
コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グラ ム を用 い たホ モ ロ ジ ー 検索で
は， これ ら の 配列と今回解析 した 0．45 kb フ ァ ミ リ ー
との 間で は長 い ホモ ロ ジ ー を検出で き ず， 最も 長い ホ
モ ロ ジ ー で も 25塩基対 に 22の マ ッ チで あり，0，45 kb
に 及 ぶ 相同性 は検出で きな か っ た ． ま た， lo nginte r－
sper sedr epetitiv e sequ e n c eくLI N Elの 山 部で あ る可
能性 に つ い て も Kpn工2叶お よ び MI F－ 1 フ ァ ミ リ ー 帥
との ホ モ ロ ジ ー を検討した が， 長い ホ モ ロ ジ ー 配列 は
検出で き なか っ た ． これ らの 結果， 今回明 ら か に した
0．45 kbフ ァ ミ リ ー は， 今ま で に 報告さ れ て い な い 新
た な SI N Eで あ る と考 え ら れ る ． 興味深 い こ と に ，
0 ．45 kbフ ァ ミ リ ー に 類似 の 反 復配列が ， 今回 検討し
た全 て の 真核多細胞生物 D N A試料 に ge n o mic サ ザ
ン ． ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン レ ベ ル で 検出さ れ たが ，
真核単細胞生物 で ある酵母 D N Aに は検出され なか っ
た
． 今後， 植物細胞 DNA等の 検討が 必 要と は い え
0．45 k bフ ァ ミ リ ー が ， 多細胞生物 に 共通し て広く 存
在す る S工N Eで ある 可能性が高く ， そ の機能の 解析が
必要 であ る． 特に ， こ の 配列が W Ii V D N Aの 組 み 込
み 部位の近傍 に 見 い ださ れ た こ と は， この S工N E が，
D N A組 み 換 え を起 こ し易 い 部位 くr ec o mbin oge nic
sitelと して機能 して い る 可能性が ある． ま た， Rogle r
らに よれ ば， H B V D N A が染色体 の切 断を受 け易い 部
位 げr agile sitel に 頻度高く組み 込 ま れう る可能性が
指摘 され て お り3り， 0．45k b とfragile site との 関連 も
今後の 課題で あ る．
最近， 反復配列の 多く の むの が， 逆転写の 過 程を経
て 染色体 の 他 の 部位 に 移動 す る こ と が 指摘 さ れ，
retr otr a n spo so nの 脚昌も ある． この よう な可能性 は，
SIN E， LI NE が m ovable ele m entと し て機能す る こ
と を暗示 して お り， へ パ ドナ ウイ ル ス が R N A を経由
する 特異 な 複製過程を持 つ こと と の 関連 を含め興味深
い 課題と思わ れ る． 今後， へ パ ド ナウイ ル ス D N Aの 組
み 込 み と それ に 伴う宿主 D N Aの 再編成 を解析す る上
で ， 他の 生物種， 特に ， ヒ ト に存在す る 0．45 kb類似の
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反復配列の 解析が必 要と考 える ．
結 論
． ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 癌 由来樹 立培 養細 胞 株中 の
W H V D N A が組 み 込 ま れ て しl る A 領域 の W H V
D N A近傍の 反復配列の 特徴に つ い て 解析し た．
1 ． W H V DN A が組．み 込 ま れ て い る A 領域 の 近
傍に 約 450 bp の 反復配列が存在 した．
2 ． こ の 450 bp の 反 復配列 は， 正 常 ウ ッ ドチ ャ ッ ク
D N Aの 1 倍体当 り約 104 存 在 す る と 推定 さ れ，
SI NE に属 する と考 えられ ， しか も， 既 知の A luI， B 2，
R， 0，Sa u3 A，I D，等の SI N E と は異 な る新しし1反 復配
列 で あ っ た ．
3 ． こ の 反復配列と類似の 反 復配列が ， ヒ ト マ ウ
ス ， サ ケ， 回虫， 等の 広 い 多細胞生物の D N A中に 存在
する と推定され た．
4 ． A 領域の W H V D N Aを 狭ん で ， A C反復配列
と今回解析し た約 450 bp の 反復配列 が存在 し， 並 び
に ， A 領域の こ の 反 復配列 に の み A T繰 り返 しが 存在
した ． 従 っ て， A 領域 は， 2 つ の プ リ ン ． ビリ ミ ジ ン
繰 り返 しが， 組み込 ま れ た W H V D N Aの 近傍両側に
存在す る特徴的な構造を と っ てい る ．
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W hich hasbeen stably m aint ain ed du ring passages ofa nest ablished cell lin ede riv ed fナo m a HC C
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